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1. Uvod

Slechténi rostlin bylo a stdle je velmi dlouhodoby proces, naroény na finance, na
prostor, na ¢as a zodpoveédny a cilevédomy pfistup $lechtiteli. Dobry vysledek jejich
prace, kterym je kvalitni, odolna a vynosna odriida, nemusi byt vzdy pfedem zarucen. Na
tento proces pusobi fada vnitinich i vn&jsich faktori. Mezi vngjsi faktory fadime pfirodni
podminky nebo vlivy ro¢niku, vyskyt chorob a $kddeci i velky vliv ¢lovéka - Slechtitele,
ktery zdmérné vybird vhodné rodi¢ovské rostliny. Do vnitinich faktort pocitame i takové
jevy, jako jsou vzdjemna nekfiZitelnost rodiovskych komponent. Role $lechtitele je
vyznamnd, nebot’ na jeho spolehlivosti, na dobrém tisudku a predvidavosti zavisi, zda
spravn¢ odhadne, jakym smérem se budou vyvijet poZadavky spotiebitelt a zpracovateld
na Slechténou plodinu.

Naroc¢nost Slechtitelské prace spociva predev§im v dlouhodobé systematické praci
s rozséhlym souborem jedinct. Po dlouhé obdobi mohli $lechtitelé vybirat rostliny pouze
na zakladg jejich fenotypového projevu, postupng se do tohoto procesu zacaly zapojovat i
nové veédecké poznatky. Zkoumaly se obsahy rtznych dilezitych latek v rostling a
moznosti jejich zvySeni nebo sniZeni. Stile viak nedochazelo k vyraznému zkraceni ¢&i
zjednoduseni celého procesu slechténi. V posledni dobé Jsou pouzivany analytické metody,
které odhaluji genotyp rostliny, a tim vyrazng napomahaji jak k védecké tak i
k Slechtitelské &innosti. Jejich vyuZiti na $lechtitelské drovni spoCiva ve vyhledavani
novych molekularnich markerd, které jsou oproti morfologickym nezavislé na vnéjsich
podminkéach prostiedi a to poskytuje $lechtitelim nové moznosti. Naptiklad vyhodou
molekulérnich i biochemickych markerii byva moznost rychlého testovani rozshlého
materidlu uz v ranych stadiich vyvoje rostlin. Tento zpusob testovani je nedestruktivni, tj.
pro analyzu se pouzivaji jen malé &asti rostlinné tkané a je mozné rostliny testovat uz
v kli¢nim stavu. Rostlina pak muze dale rast a poskytovat napf. semena pro namnoZeni
vybraného materialu. Pouziti molekularnich markerti ma oproti morfologickym vyhody i
v moznosti sledovani vétsiho poctu zadanych znakd. VyuZiti molekularnich markert ve
Slechténi znamena mnohem &asnéjsi a snazsi identifikaci vhodnych materialii pro dalsi
Slechténi a tim i vyrazné zkriceni a celkové zlevnéni $lechtitelského procesu, i kdyz
samotna analyza mezi nejlevné&jsi nepatii.

Cilem pfedkladané prace je ovéteni vhodnosti analyzy mikrosatelitii pro hodnoceni

polymorfismii a identifikaci vybranych odrid konzumnich brambor.




2. Literarni prehled

V soucasné dobé je v Ceské republice registrovano 150 odrid brambor (stav roku
2005), z nichz ptes 70 % jsou produkty zahrani¢nich (evropskych) Slechtitelskych
subjektd. Celkova plocha mnozitelskych porostd brambor byla v minulém roce cca 5 000
ha.

Klasicka morfometrickd charakterizace odriid pfestava byt v tomto objemu
registrovanych odrid G&inna, obzvlasté na trovni hliz. Potieba identifikovat konkrétni
¢. 110 / 1997 Sb. o potravinach a tabdkovych vyrobcich a vyhlaska na né€j navazujici
(Vyhlaska MZe €. 332 / 1997 Sb.) vyZaduji u konzumnich brambor deklaraci odridy a
odriidové &istoty pti obchodnim styku.

Biochemické markery na trovni bilkovin (BBM - biochemické bilkovinné
markery) - elektroforeticka spektra rozpustnych hlizovych bilkovin a isoenzyma jsou
doporu¢ovana pro identifikaci a certifikaci odrid brambor, ovéfovani odriidové pravosti a
kontrolu ¢istoty sadby hlavné pro svou jednoduchost provedeni.

PfestoZe jsou na jedné stran& bilkovinna spektra prezentovana jako vhodna pro téel
identifikace odrid brambor, na strané druhé maji ur¢ité nedostatky. Za hlavni nedostatky
jsou povaZovény niz§i troven polymorfismu a neuplng spolehlivy konzervatismus (obecna
moznost vlivu prostedi na expresi bilkovin, posttranslacni pravy). Jako perspektivni se
Jevi pro ucel odriidové identifikace vyuziti polymorfismu piimo na Grovni DNA. Obecné
Ize fici, Ze¢ DNA techniky maji v porovnani s bilkovinnymi spektry vétsi schopnost
vzajemné rozlisit genotypy rozsahlych soubord. Na druhé stran€ jsou tyto techniky, oproti
BBM, ndro¢néjsi z hlediska finanéniho (pro ucel rutinni aplikace pfi kontrole odriidové
pravosti obchodovanych brambor) a technického vybaveni.

Pro studium a charakterizaci genotypli brambor je doposud nejvice pouzivanou
technikou RAPD. Waugh e al. (1992) pouzili techniku RAPD pii detekci genové
introgrese u druhu Solanum tuberosum. RAPD markery byly rovnéZ pouZity p¥i uréovani
genetické diverzity brambor (Demeke et al., 1996; Paz and Veilleux, 1997) a pti
hodnoceni genetické variability mezi vnitrodruhovymi somatickymi hybridy (Gavrilenko,
1999). Pro charakterizaci odrtid brambor pouZili techniku RAPD naptiklad Demeke et al
(1993), Hosaka er al. (1994) a Sosinski a Douches (1996).

Kim et al. (1998) charakterizovali soubor 12 odrid brambor technikou AFLP.

V této studii pouzili 7 primerovych kombinaci se tfemi selektivnimi nukleotidy na obou




primerech. Z 466 generovanych pruhti bylo 88 % polymorfnich mezi odridami zvoleného
souboru. Van der Voort et al. (1998) vytvofili on-line katalog AFLP markera (733
chromozémove specifickych AFLP markert) pokryvajici cely genom bramboru.

Uziti mikrosatelitd (SSR) pro fylogenetické a fingerprintové analyzy u brambor
studovali Ashkenazi et al. (2001) a potencial techniky PCR-ISSR pro fingerprinting odrid
brambor posuzovali Prevost a Wilkinson (1999). McGregor et al. (2000) porovnavali
navzajem moznosti vyuziti molekularnich marker - RAPD, AFLP, ISSR a SSR - pro
fingerprinting odriid brambor na modelovém souboru 39 odrid. Zjistili, ze vSechny
techniky jsou schopné rozlisit vSechny odridy tohoto souboru. Nicméné jednotlivé
techniky se liSily hodnotou tzv. genotypového indexu, ktery bliZe charakterizuje moznosti
jednotlivych technik (pro AFLP byla hodnota GI = 1,0; RAPD GI = 0,53; ISSR GI = 0,47
a pro SSR GI =0,36).

Moznost rychlé a presné identifikace jednotlivych odrtid brambor je dulezitad ve
Slechtitelskych programech, mnozeni i pifi komerénim péstovani brambor. Vyuziti
molekularnich markera ve $lechténi brambor nabizi nové moznosti pro selekci zadanych

genotypu, urychleni a zefektivnéni Slechtitelského procesu.

2.1 Geneticky polymorfismus

Geneticky polymorfismus je vyskyt dvou a vice alternativnich alelickych forem
ur¢itého genu v populaci s frekvenci nad 1% (Rosypal et al., 1989).

Znak tvoteny vice fenotypovymi formami nazyvadme polymorfnim, zatimco znak
tvofeny jen jednou formou je oznaovan jako monomorfni. Geneticky polymorfismus tvoii
vyznamnou sloZku vnitropopula¢ni genetické variability, ktera umoziuje pfeziti populace

a jeji vyvoj.

2.2 Charakteristika genetickych markeru

Geneticky marker, jinak nazyvany téz signalni gen, je oznadeni pro uréity znak,
ktery se jasné fenotypové projevuje a je jednoduse dédi¢né zaloZen. Pro oznaleni jako
marker musi byt splnéna podminka spojeni tohoto znaku genovou vazbou s jinymi
kvantitativnimi nebo kvalitativnimi znaky (Curn a Sakova, 1996). V soucasné dobg jsou
vyuzivany genetické markery na trovni biochemickych markerti (proteinové markery —
isoenzymy a zasobni bilkoviny, mastné kyseliny, sekundarni metabolity) a molekularnich

DNA markerd (Graman ef al., 1999).



2.2.1 Molekulirni DNA markery

DNA markery jsou markery na udrovni molekuly DNA. Umoziuji jednoduse
urCovat odli§nosti v primarni genetické informaci, kterou DNA nese. DNA markerovaci
systémy jsou zaloZeny na polymorfismu v sekvencich DNA u analyzovanych jedinci
(populaci) (Curn, 1998). Je prokazano, ze v priméru 50% lokust rostlinnych druhg je
polymorfnich (Chloupek, 1995).

Sekvence DNA se v genomu mohou vyskytovat jako jedine¢né sekvence (single
copy), jako sttedn& nebo vysoce repetitivni (opakujici se) sekvence s rozli¢nou funkci a
vyznamem, tj. kodujici, regulaéni a nekddujici sekvence. Urover variability je uréovana
fadou faktord, napf. frekvenci mutaci, frekvenci rekombinaci, riznymi formami selekce.
V polymorfnich regionech se mtizeme setkat se dvéma typy variability — s jednoduchymi
substitucemi nukleotidii nebo variabilitou v poctu tandemovych opakovani v repetitivnich
lokusech (VNTR - Variable Number T, andem Repeats). Zdrojt variabilnich DNA oblasti
je vice. Studium je vSak zaméfeno na rDNA (ribozomalni DNA), tDNA (tRNA),

minisatelity (repetitivni sekvence 10 — 300 bp dlouhé lokalizované pobliz telomér),
mikrosatelity (1-4 bp dlouhé tandemove opakované nukleotidové sekvence). Kromé tohoto
typu polymorfni DNA jsou v genomu obsazeny nahodné genomové sekvence vétSinou
pouZivané v RFLP, RAPD a AFLP analyzach (Bachmann, 1992). Molekuldrng genetické
metody pouzivané ve S$lechténi se vyuZivaji pro identifikaci genetickych markert,

konstrukei genetickych map a k lokalizaci geni.

2.2.2 Rozdéleni DNA markeri
DNA markery se déli podle nékolika kriterii:

2.2.2.1 Dle vyuziti p¥i mapovani genomu:

L. typ — kddujici exprimované geny, které mohou byt geny pro QTL (lokusy
pro kvantitativni znaky). Maji nizkou hladinu polymorfismu a Jsou malo vyuzitelné pro
studium diversity rodin a populaci. Vyznamné je jejich vyuziti v komparativnim,
srovnavacim mapovani.

IL typ — vysoce variabilni sekvence DNA, predevsim mikrosatelity a
minisatelity. Vlivem vysokého stupné polymorfismu jsou mikrosatelity vysoce
informativni v popula¢nich studiich a pfi ur€ovani rodiovstvi, dale Jsou zékladem pro
vazbové mapovani genii. Tyto markery nemaji ptimo vliv na variabilitu znaku, ale mohou

byt ve vazbé s QTL.




III.  typ — polymorfismus Jednotlivych nukleotida (SNP — single nucleotide
polymorphism), mohou leZet uvnitf kodujicich gend, cast&ji se viak nachézeji
v nekddujicich intronech, nebo v intergenovych oblastech. Vyuzivaji se pro populadni

studie. V genomu se vyskytuji kazdych 500 — 1000 bp (Rosypal et al., 1989).

2.2.2.2 Dle charakteru polymorfismu:

L. Polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism).

L. Polymorfismus v délce sekvence a to metody AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorfic) a SSLP (Simple Sequence
Length Polymorphism). Tato skupina zahrnuje mikrosatelity (STR — Short Tandem
Repeats), minisatelity (VNTR — Variable Number Tandem Repeats) a vzacné se
vyskytujici delece nebo inzerce zpiisobené napf. transpozomy.

[Il. Polymorfismus jednotlivych nukleotidi SNP. Jde o bodové mutace, které
lze detekovat jako RFLP. Neexistuje-li rozpozndvaci misto pro restriktdzu, je mozno
pouzit DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), nebo SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism), p¥ipadné pouze sekvenovéni. Vétsinou se jedn4 o bialelické
markery (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

VétSina produkénich znaki jsou kvantitativni znaky, které jsou fizeny mnoha geny,
maji kontinualni proménlivost a jsou zna&né ovlivnény prostfedim. Kvantitativni znak,
respektive geny kvantitativniho znaku jsou lokalizovany na vice chromozémech a jsou
znamy jako ,,lokusy kvantitativnich znakg* (Pribyl, 1995).

Mikrosatelitni alely, stanovené molekularne genetickymi metodami, se tak
mohou stdt markery pro QTL. Kvalita mikrosatelitniho markeru je dana hodnotou
heterozygotnosti a polymorfnim informaénim obsahem v dané populaci (Ciampolini e al.,
1995).

2.3 Repetitivni sekvence
2.3.1 Charakteristika repetitivnich sekvenci
Repetitivni DNA je soudasti viech eukaryontnich genomii a miZe zaujimat i vice
nez 90% celkového genomu (Koblizkova, 1998).
Podle zplisobu usporadani se repetitivni sekvence rozdéluji na:
- Rozptylené

- Tandemové




Rozptylené sekvence jsou rozptyleny na mnoha mistech genomu. Tandemové
repetice jsou tvofené opakujicimi se motivy dvou az tisicii bazi uspofadanych za sebou.
VétSina tandemovych repetic je tvofena nekodujici DNA a délime je podle délky, poctu
kopii zakladniho motivu a lokalizaci v genomu na satelity, minisatelity a mikrosatelity.

Pro tandemové repetitivni DNA se pouZiva téz historicky termin satelitni DNA
(Watson, 1980).

Satelity
Satelity jsou repetitivni sekvence lokalizované na jednom az nékolika lokusech o
délce 500 — 10000 bp, a poétem opakovani 1000 — 10 000 000 v kazdém lokusu.
Vyskytuje se Casto v heterochromatinovych oblastech to zejména v oblastech centromer

chromozémn.

Minisatelity
Minisatelity jsou repetitivni sekvence o délce 10 — 200 bp, a poétem opakovani 200
— 1000 v kazdém lokusu, po¢tem lokusti n&kolik set a7 tisic (v kazdém lokusu mutize byt
repetice ponékud pozmeénéna). Vyskytuji se na mnoha mistech genomu, hlavné vsak

v oblasti telomér (Jeffereys et al., 1994).

Mikrosatelity
Mikrosatelity jsou repetitivni sekvence o délce 2 — 4 (6) bp a po¢tem opakovani 4 —
100 v kazdém lokusu a poétem lokusd 1 000 — 100 000. Vyskytuji se na mnoha mistech

genomu v ndhodné roztrousenych lokusech i na transkripénich jednotkach (Tautz et al.,
1986).

Minisatelity a mikrosatelity se &asto vyskytuji ve stejnych lokusech a navzajem se
prostupuji (Armour et al., 1994).

Mikrosatelity (STRs — Short Tandem Repeats, SSRs — Simple Sequence Repeats)
Jsou sekvence DNA sloZené zmnohokrat se opakujicich mono-, di-, tri-, nebo
tetranukleotidovych motivi. Vyskytuji se ve vsech eukaryotickych genomech, jejich
funkce je v3ak stale diskutabilni. Vyznamnou vlastnosti je vysoky stuperi polymorfismu
zpusobeny variabilnim podétem tandemovych repetic (10 — 30) (Knoll a Vykoukalova,
2002).




Mikrosatelity byly objeveny pocatkem 80. let 20. stoleti. Jsou soucasti kédujicich i
nekodujicich oblasti genomu, vykazuji vysokou troveri polymorfismu (Weber and May,
1989) a nachazi se ve viech dosud sledovanych genomech eukaryotnich a také v nekterych
genomech prokaryot (Tautz et al., 1986). Pro jejich vlastnosti jsou proto vhodnym
nastrojem pro konstrukci genomovych map a pouZivaji se také v oblasti populaéni genetiky

a molekularni evoluce (Refseth et al., 1997).

2.3.2 Vznik mikrosateliti

Sekvence mikrosateliti mohly vzniknout nahromadénim bodovych mutaci
v jednotlivych genech. Tak bylo mozné vysvetlit odliSnosti mikrosateliti v riznych
evolu¢nich liniich (Gordon, 1997). Divody a mechanizmy expanze a delece nejsou znamy.
Pfi nadmémné expanzi mikrosatelitnich usekid mutZe byt energetickd zatéZ spojena
sreplikaci natolik vyznamni, Ze by ve své podstaté znevyhodfiovala organismus
v konkurenci s ostatnimi jedinci populace. Pti¢inou prodluzovani mikrosatelitnich sekvenci

Je zfejmé tvorba neobvyklych sekundérnich struktur béhem replikace (Kang et al., 1995).
Délkové mutace mikrosatelitnich sekvenci 1ze vysvétlovat nékolika zplsoby:

L. Sklouznutim fetézce DNA béhem replikace (Slipped — Strand Mispairing). Pii
replikaci opoZdujiciho se fetézce se vytvori v tiseku s trinukleotidy vlasenka (Levinson a
Gutman, 1987). Dojde — li k tomuto jevu na tuseku Okazakiho fragmentu, nasleduje
expanze trinukleotidii (Kang ef al., 1995). Cetnost téchto déji je rlizn. Inzerce nové kopie
zvySuje pravdépodobnost dalsiho sklouznuti, delece ji snizuje. Ke sklouznuti dochazi
pouze tam, kde za sebou leZi vice nez dvé opakovani mikrosatelitnich motivis. P replikaci

nerepetitivnich sekvenci se vldsenky netvoii (Flégr, 1995).

II. Rekombinaci mezi dvéma molekulami dsDNA (dvoutetézcova) (Jeffreys et al.,
1994). Tato teorie vysvétluje vznik zmény délky mikrosatelitnich opakovani dvéma

zpusoby:

a) nelegitimni rekombinace, ktera nastava, Jestlize v butice dojde k nespravnému
parovani dvou vzdjemn& komplementérnich, ale nehomolognich tseki DNA a
k naslednému crossing — overu mezi témito useky. Nejcastéji k tomuto dochazi v dlouhych

repetitivnich  sekvencich. Uginkem tohoto typu rekombinaci dochézi k postupnému




odstrafiovani tsekti DNA leZicich mezi dvéma sekvenéné piibuznymi Gseky. Sekvenénd
pfibuzné tGseky se tak dostavaji k sob& a davaji vzniknout tandemovym repeticim.
Nelegitimni rekombinace zpusobuje duplikace daného useku na jednom chromozoému a tim
Jeho deleci na chromozému druhém. Ve zmnoZzenych tGsecich se pravdépodobnost dalsich
duplikaci zvysuje (Flégr, 1995).

b) genovou konverzi, pii které se prepiSe sekvence nékterého useku DNA podle
sekvence useku jiného. Sekvence, ktera funguje jako templét, se pak muze postupné SiFit

na mnoho mist genomu (Jeffreys et al., 1994)

2.3.3 Struktura mikrosatelitt

Mikrosatelitovy motiv mtize byt tvofen riznymi poéty opakovani. Nejvice se
objevuji dinukleotidova opakovéni (Wang et al., 1996). U druhu Drosophila melanogaster
Je nejbézn&jsi repetice (CA/T G)n (Schug, 1998). V rostlinnych genomech jsou nejcastéjsi
motivy (A7/AT)n a (GA/TC)n (Stahlings, 1991). U ¢&loveka je jednim z nejéast&jsich
opakovani (AC/GT)n (Hamada et al., 1984). U bakterii se mikrosatelitni sekvence
vyskytuji jen velmi maélo a jednou z nejcastéjsich je mononukleotidova repetice (A/T)n
(Hancock, 1996). V genomu se také mohou vyskytovat trinukleotidova a tetranukleotidova
opakovéni, jejichz vyskyt viak neni Casty. V rostlinnych genomech jsou to opakovani
(AAG/CTT)n, (AAT/ATT)n (Wang et al., 1996).

Podle sloZeni délime mikrosatelity na:
L. dokonalé — tvofené souvislym motivem
II. nedokonalé — sled opakovanych jednotek je prerusovan nahodnymi bazemi

IIL. sloZené — je — li mikrosatelit tvofen nékolika riiznymi motivy (Rosypal et al.,
1989)

2.3.4 Funkce mikrosateliti

Biologicky vyznam mikrosateliti pro funkci buiiky neni dosud znam. Je mozné, ze
se podili na regulaci rekombinace (Wals ef al., 1990), replikace nebo transkripce (Hamada
et al., 1984).

Ptitomnost nékterych sekvenci (CA/T G)n nebo (GA/TC)n, ovliviiuje strukturu DNA
vytvafenim neobvyklych sekundarnich konformaci. Tato skute¢nost miize mit vliv na
ohebnost DNA. Takto vznikla sekundérni uspofadani se mohou stat dilezitym mistem

vazby nékterych regula¢nich proteinii (Rosen ez al., 1991).




Na transkripéni aktivitu promotoru nebo &teciho ramce muZe mit vliv variabilita
v poctu tandemovych repetic (Sarkari er al., 1994). Variabilita v poctu tandemovych
repetic miize také ovlivnit kvantitativni charakter sily exprese mRNA a tak mohou byt
repetitivni sekvence hlavnim zdrojem variability kvantitativnich znak a schopnosti
evolucni adaptace (Kashi et al., 1997). Z tohoto diivodu je mozné pouzit mikrosatelity jako

markery pro urovani vazeb mezi regulaénimi geny, nemocemi a morfologickymi znaky.

2.3.5 Vlastnosti mikrosateliti

Pro mikrosatelitni sekvence je velice typicka tvorba vlasenek. Tyto mohou vznikat
samovolné pfi renaturaci denaturovaného useku s trinukleotidovymi repeticemi nebo po
transkripci v okamzZiku, kdy dochazi k obnoveni dvousroubovice. Tyto neobvyklé struktury
mohou branit odvijeni vladken dsDNA a v diisledku toho nastava zablokovani replikace a

transkripce. Usek DNA s trinukleotidovymi repeticemi je konformaéné velmi variabilni.

2.3.6 Mutace mikrosatelitnich lokusu

Mikrosatelity mutuji asi 10 000 krét ast&ji neZ jiné oblasti genomu. Tyto mutace
maji zvlastni podobu. Nejde o bézné zmény (delece, inzerce), ale o pfibyvani nebo ubyvani
kopii zédkladniho motivu. Tyto mutace nazyvame dynamické.

Bézné bodové mutace se vyskytuji s frekvenci asi 10°. U druhu Escherichia coli
mutuji mikrosatelitni sekvence rychlosti 102 na lokus a replikaci (Lewinson a Gutman,
1987) u kvasinek 10 — 107 (Henderson a Peters, 1992). U ¢lovéka byla zjisténa rychlost
mutaci 10° (Weber a Wong, 1993). U mysi je tato frekvence odhadovana rozmezi 10~ —
10* (Dallas, 1992). U druhu Drosophila melanogaster byl zjistén mutaéni pomér 6x10
(Schug et al., 1998).

2.3.7 Pouziti mikrosatelitt

V genomech eukaryotnich organizmi se mikrosatelity vyskytuji velice &asto, jsou
kompatibilni a polymorfni. Jsou pouzivany ke konstrukci genetickych map a k mapovani
nékterych dédi¢nych chorob (Ovesna et al., 2002). Mikrosatelitni sekvence jsou vyuzivany
pfedev8im v popula¢ni genetice ke sledovani vyvoje populaci (Edwards e al., 1992)

Ve velkych vzdjemné piibuznych rodinach se provadi genotypizace
mikrosatelitnich sekvenci metodou PCR. Vypovidaci hodnota jednotlivych mikrosatelitti je
vSak velmi z4visla na po¢tu opakovani a dale na tom, jsou — li dokonalé nebo nedokonalé

(Refseth et al., 1997).




Mikrosateliti se také uziva k ov&fovani rodi¢ovstvi. Vyhodou mikrosateliti je
pfedevsim vysoky stupefi polymorfismu v disledku velkého poétu alel na jednotlivych

lokusech (Rosypal ef al., 1989).

2.4 Prehled metod pro testovani polymorfismu DNA

DNA markery jsou zaloZeny na polymorfizmu sekvenci DNA. Jsou vyuzZivany
napiiklad pro DNA fingerprinting, testovani otcovstvi, genetické mapovani, populaéni
genetiku a popula¢ni ekologii a pfi studiu evoluce na molekulérni tirovni. DNA markery
jsou aplikovatelné u vech organismd, u nichZ je zvladnuta technika izolace DNA. Odligné
tseky DNA jsou vystaveny riiznym selekénim tlakiim. V&tsina sekvenci kodujicich Zivotné
dilezité proteiny podléha silnému selekénimu tlaku, a proto jsou nevariabilni a pro analyzy
veétSinou nepouZitelné. V nekodujicich oblastech intronii a mezigenovych regiond, u
kterych Ize ptedpokladat selekéni neutralitu a jejichz miru polymorfizmu mize ovliviiovat
pouze geneticky drift, se snadno hromadi mutace, a proto jsou nekodujici sekvence

variabilni.

Vyuziti molekularnich markerovacich technik je zaloZeno na:

L specifickém restrikénim $t&peni DNA a nasledné hybridizaci se znagenou
sondou — napt. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) — polymorfismus
délky restrikénich fragment

2, amplifikaci specifickych fragmenti v podminkach in vitro napt. PCR
(Polymerase Chain Reaction) — polymerazova tetézovéa reakce, PCR-STS (PCR — Single
Tagged Site) — amplifikace jednoho cilového mista, RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) — polymorfismus nahodn& amplifikované DNA, mikrosatelity (SSRs
nebo STRs) (Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeats) — tandemové opakovéni
kratkych motivi.

3. Na riznych kombinacich restrikéniho §tépeni, hybridizace a amplifikace
napt.: PCR/RFLP — délkovy polymorfismus restrikéné Stépené amplifikované DNA, VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats) — variabilita v podtu tandemovych opakovani,
AFLP  (Amplified Fragment Length Polymorphism) — délkovy polymorfismus

amplifikovanych fragment.
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Elektroforéza

Elektroforéza je nejdilezitéj$i metodou uZivanou k separaci elektricky nabitych
nukleovych kyselin. Jedna se fyzikalné — chemickou metodu pro déleni latek v elektrickém
poli (Erdelsky a Fri¢, 1979).

L. Elektroforéza v agar6zovém gelu

I1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE — Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

a) Denaturaéni PAGE — na gel se nana$i denaturovand, jednofetézcova DNA a
déleni probihd za pfitomnosti denaturantu v gelu. Molekuly se d&li jen na zakladé své
velikosti. Vyuziva se hlavné pro urleni velikosti fragmentd DNA, pii testovani
mikrosatelitd a sekvenovani.

b) Nedenaturacni PAGE — vzorek se na gel nanasi nedenaturovany. Separace je

ovlivnéna nejen velikosti, ale také prostorovou strukturou DNA.

Pro vizualizaci gelG se pouzivd barveni fluorescenénimi barvivy, stfibrem,

autoradiografii a neradioaktivnim znacenim (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tato metoda nachazi uplatnéni v mnoha oblastech molekularni genetiky. Vyuziva
se pro specifickou amplifikaci ¢asti DNA, vsoudnim Iékafstvi pro geneticky
fingerprinting, v lékafstvi pro prenatalni diagnostiku genetickych chorob, uréeni
pritomnosti ciztho genomu infekéniho pivodu, detekci jednotlivych alel polymorfnich
lokust, sekvenovani DNA a dal$im uceltim.

Metoda PCR byla poprvé popsana v roce 1985 (Saiki et al., 1985). Autofi byli
ocenéni Nobelovou cenou v roce 1993. Metoda slouZi k ziskavani dostate¢ného mnoZstvi
specifické DNA pro dal$i analyzy. Principem je denaturace DNA (odd&lovani
komplementarnich vlaken) a jeji denaturace (opétné spojovani) v kombinaci se syntézou
DNA katalyzovanou specifickou DNA polymerazou (od roku 1988 Taq polymerazou),
kterd je termostabilni, protoZe pochazi ztermofilni bakterie Thermophylus aquaticus.
Cyklus sestava ze tii kratkych fazi, béhem nichz se sttidaji teploty. V prvni fazi dochazi pti

teploté¢ 92 — 96 °C k denaturaci vzorku DNA. Ve druhé fazi, zvané annealing, dochazi
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v daisledku sniZeni teploty na 35 — 65°C k navazani syntetickych oligonukleotidii (kratkych
tisekl jednovlaknové DNA) komplementarnich k obéma vlaknim okrajovych usekit DNA,
ktera ma byt amplifikovana. Ve tieti fazi se teplota zvySuje na 72°C, kdy je aktivita Tag-
polymerazy optimalni, a dochazi k syntéze DNA. Tento proces se opakuje cyklicky 30 az
50krat (Rosypal et al., 1989). Po skonleni procesu je ve vzorku pfitomnd v podstaté jen
amplifikovana DNA, kterou je mozné detekovat pomoci elektroforézy (Ondfej a Drobnik,
2002). Velmi &asto je nutna optimalizace sloZeni reakéni smési pro dosazeni dostatecné
vysokych a spolehlivych vytézki (Vondrejs a Strochova, 1997). Skute¢nd ucinnost reakce
se odhaduje na 60 — 85% (Saiki et al., 1988).

PCR v realném case (Real-Time PCR)

Jedna se o moderni metodu sledovéani prib&éhu PCR v redlném Case na zdkladé
sledovani intenzity fluorescen¢niho signalu.

Pouziva se pro kvantifikaci genomové DNA nebo mRNA, analyzu bodu tani
produktu (melting analysis) pfi ov&fovani identity a kvality produktu a pfi genotypizaci pro

piimé stanoveni genotypu (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt je metoda kombinujici restrikéni
$tépeni DNA (technika RFLP) a amplifikaci DNA (technika PCR) (Vos et al., 1995;
Graman et al., 1999).

Vychazi z toho, Ze metoda RFLP dava pomérné chudé spektrum fragmenti a tedy
malou variabilitu a nizkou rozliSovaci schopnost (Ondfej, 1999). Oproti metoddm RFLP a
markerdt (Curn a Sékova, 1996). Typicky AFLP fingerprint obsahuje 50 — 100
amplifikovanych fragmenti, z ¢ehoz az 80% je mozné vyuzit jako markery. U velkych,
hodné komplexnich genomi se pouzivaji 2 rizné restriktazy (hojné Stépici a vzacné
Stépici) a preamplifikace (PCR) s neselektivnimi primery (bez selektivnich bazi), ktera
slouzi k prvnimu namnozeni DNA pied naslednou selektivni PCR (Knoll a Vykoukalova,
2002). Amplifikace restrikénich fragment je zaloZena na ligaci dvouvldknovych (ds)
adaptorovych sekvenci na konec restrikéniho mista, coz slouzi jako ,,univerzalni* vazebné
misto pro primery PCR. Touto metodou se detekuje polymorfismus v délce fragmentu,

v restrikénim misté nebo v misté selektivnich bazi (Jones et al., 1997).
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RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - polymorfismus ndhodné
amplifikované DNA)

Stejn¢ jako podobna metoda oznadovanad AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), je
tato metoda pouzivana pro tvorbu genomového fingerprintu u druhii, kde neni mnoho
informaci o sekvenci, ktera se bude amplifikovat. K zahdjeni PCR se pouziva kratky
primer o délce 6 — 10 nukleotidd, ktery se vaZe na piislusna mista templatové DNA
(Caetano-Anollés and Gresshoff, 1997).

V nékterych modifikacich se prvni dva cykly provadéji sjednim kratkych
ndhodnym primerem za mirnych reakénim podminek a dal§i cykly se specifickymi
primery. Vznikd fada PCR fragmentd, které jsou separovany agar6zovou gelovou
elektroforézou a vizualizovany pomoci ethidium bromidu a ve spektru UV zaieni.
Jednotlivi jedinci (populace) se odliSuji ptitomnosti jednotlivych fragmentt, podle toho,
kde na DNA primer nalezl homologii mista, coZ je pravé disledek polymorfismu DNA
(Curn a Sakova, 1996).

RAPD markery jsou ptedstavovany fylogeneticky konzervovanymi produkty,
specifickymi pro jedince, ndhodné rozloZzenymi v genomu templatové DNA (Williams et
al., 1990).

Pro ziskani reprodukovatelnych vysledki jsou kritické predevsim tyto faktory:
pfesna optimalizace koncentrace DNA, reprodukovatelnost cykleru, kvalita a koncentrace
primert, koncentrace Mg”*, vybér polymerazy a piesnost pipetovani.

RAPD metoda vykazuje vysoky stupeti polymorfizmu. Z tohoto diivodu mohou byt
genetickymi markery pro tvorbu genetickych map, mapovani QTL, fingerprinting, méfeni
genetickych vzdalenosti mezi populacemi atp. RAPD technika m4 dominantni charakter, a

proto nelze odlisit hetero- a homozygotni genotyp (Williams et al., 1993).

RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

Pomoci polymorfismu délky restrikénich fragmentti se identifikuji alely na zakladé
pfitomnosti nebo absence specifického restrikéniho mista.

Tato metoda souvisi s objevem specifickych restrikénich endonukleédz, které $t&pi
fet€zec DNA uvnitt specifické sekvence nukleotidi (Smith a Wilcox, 1970).
Genomova DNA je Stépena pfislusnou restrikéni endonukledzou, separovana
elektroforézou na agarézovém gelu (4G) a prenesena (blotovdna) na membranu pomoci

tzv. Southernova prenosu (Sambrook et al., 1989). Po hybridizaci se znaéenou sondou a
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vizualizaci lze zjistit polymorfismus ve velikosti vzniklych restrikénich fragmentti DNA.
Velkou vyhodou metody RFLP je jeji schopnost identifikovat polymorfismus i uvnitf
marker( typu I tedy markerti kodujicich exprimované geny, které maji nizkou hladinu
polymorfismu a jsou malo vyuzitelné pro studium diverzity rodin a populaci. Pro $t&peni se
pouZivaji restrikéni endonukledzy, jenz se specificky vazou na DNA a S$tépi ji ve
specifickych mistech, nachazejicich se uvnitf nebo blizko rozpoznavaci sekvence.
(Gebhardt ef al., 1989). Mutace v restrikénim misté zpisobi zménu velikosti restrikénich
fragmentt a tedy i velikost prouzki po hybridizaci.

RFLP markery jsou kodominantni, vyuZivaji se pro DNA fingerprinting a mohou
byt pouZity i pro popula¢ni studie a klasifikaci diverzity, pfi¢emZ poskytuji dostateény
polymorfismus na urovni studovaného genomu. RFLP markery jsou pouZitelné také pro
fylogenetické studie, za predpokladu, Ze hodnotime polymorfismus obsaZeny
v restrikénich mistech. Vzhledem k relativni pracnosti metody s relativné vysokymi
mzdovymi a materidlnimi néklady, dale pak k pozadavku velmi kvalitni DNA a obtiZnosti
automatizace se dnes dava prednost jeji modifikaci vzniklé spojenim s technikou PCR
(PCR-RFLP). Metoda RFLP je vyuzivana také v soudnim lékafstvi nebo k uréovani
paternity (Sambrook a Russel, 2001).

PCR-RFLP (syn. CAPS — Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) metoda je
kombinaci amplifikace a restrikéniho $té€peni, kdy po amplifikaci useku DNA metodou
PCR nasleduje rozstépeni PCR produktu specifickou restrikéni endonukleazou. Cilova
sekvence pouzité endonukledzy je shodnd smistem, kde doslo k zméné
polynukleotidového fetézce. Inzerci, deleci nebo substituci §t€pné misto bud’ zanik4 nebo
vznikd nové, pro jinou endonukledazu. Vysledek se zjistuje pomoci elektroforézy na
agarézovém gelu a vizualizace fragmentl je nejéastéji provadéna pouzitim ethidium

bromidu v UV svétle (Sambrook et al., 1989).

Metoda SSR (Simple Sequence Repeat — mikrosatelity)

Mikrosatelity (syn. STR short tandem repeats, SSR) jsou kratké tandemové repetice
slozené z mono-, di-, tri- nebo tetranukleotidovych motivii. Vyskytuji se ve vsech
eukaryotickych genomech, ale jejich funkce je stale diskutabilni. Vyznamnou vlastnosti je
vysoky stupeni polymorfizmu zplsobeny variabilnim poctem tandemovych repetic
(obvykle 10-30). Polymorfismus mikrosateliti miize byt rychle a spolehlivé testovan

pomoci PCR a vizualizovan na PAGE - elektroforézy na polyakrylamidovém gelu.
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Sekvenovani

Sekvenovani je metoda k zjisténi pofadi tj. sekvence nukleotidt v molekule DNA
nebo v RNA.

Je nejpfesngjSim, avSak pracovné nejnaroén&jsim, nejsloZit&j$im a nejdraz$im
zpuisobem studia DNA , pfi kterém se urluje ptresné potadi bazi v uréitém tGiseku DNA.

Pro sekvenovani byly vyvinuty dvé metody:

a) Sangerova metoda (1977) — tato metoda vyuzivé syntézy komplementarniho
fetézce DNA polymerdzami in vitro, ukonfované ndhodné v mist¢ jednotlivych bazi
(Sanger a Coulson, 1977).

b) Maxam-Gilbertova metoda (1977) — pfi této metodé dochazi k chemickému
Stépeni DNA v misté urcitych bazi (Maxam a Gilbert, 1977).

Nejcastéji se pouziva Sangerova metoda. Sekvenovany usek DNA, napt. klonovany
fragment nebo produkt PCR se rozdéli do ¢tyF &asti, do kazdé z nich se piidaji vSechny
volné deoxynukleotidy a pak oddélené do kazdé jen po jedné zjejich dideoxy- variant:
ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP, kterym chybi 3'-OH skupina. Reakci enzymaticky
zajiStuje ne¢ktera z DNA polymeraz.

Vyuziti vysledkti sekvenénich analyz musi byt nutné spojeno s vytvaienim
molekularné genomovych databazi, které umoziiuji uchovavat, organizovat a zpfistupiiovat
sekvencni data. Tyto databize umoZiluji porovnavani novych sekvenci sjiz dfive
zjiSt€nymi sekvencemi jednotlivych gend jinych organismii se znamou funkci. To
umozriyje ziskanym, zatim nezndmym sekvencim pfifazovat pravdépodobné funkce a
vyhledavat v genomu sekvence, které jsou pravdépodobné homologni gentim, které byly
poznany jinde. V soucasné dob& byly sekvenovany genomy &etnych mikroorganismil.
Z eukaryotnich genomii bylo do konce roku 2005 sekvenovani dokonéeno u genomu

kvasinky, hlistice, octomilky a v neposledni fadé i u genomu &lovéka (Ondfej a Drobnik,
2002).
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3. Charakteristika odrad

Pro analyzu byl vybran soubor dvaceti odriid konzumnich brambor. Kriteriem
vyberu bylo zastoupeni odrid na mnoZitelskych plochach v CR v roce 2005 (Ptehled odrid
2005, brambory).

3.1 Odrudy velmi rané
ADORA

Odrtda pro letni konzum, zafazena do varného typu B-BC. Vaiené hlizy jsou
stfedn¢ vlhké, kypré az stfedné pevné konzistence. Hlizy jsou velké, ovalné, s krémovou
duZninou. Po&4te¢ni rlist naté a narist hliz velmi rychly. Poget hliz pod trsem nizky.
K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 stfedné nachylna, proti napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Prednosti: vysoké vynosy vranych terminech pfi predSasnych  skliznich
v ranobramboratské oblasti
Péstitelskd rizika:  nachylnost k napadeni plisni bramboru na nati, mensi odolnost proti

napadeni virovymi chorobami (Y virus) a proti mechanickému poskozeni hliz

COLETTE

Odrida pro letni a podzimni konzum, zafazena do varného typu BA. Varené hlizy
Jsou stfedné pevné, stfedné vlhké, jemné struktury, po uvafeni slab& az stiedné tmavne.
Hlizy jsou stfedné velké, ovalné, vzhledné, s m&lkymi o¢ky, se svétle Zlutou duZninou.
Pocatecni rist naté¢ a narust hliz je pomaly. Pocet hliz pod trsem stfedni az nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1
rezistentni.
Ptednosti: velmi dobrd kvalita konzumu, odolnost proti napadeni virovymi chorobami
a proti napadeni aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru
Pestitelska rizika: ~ stfedni aZ niZ$i vynos, nachylnost k napadeni vlodkovitosti hliz

bramboru
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IMPALA

Odrtda pro letni a podzimni konzum, zatazena do varného typu B. Varené hlizy
jsou kypré az stfedné pevné, stfedné aZ silné vlhké, bez barevnych zmén. Hlizy jsou velké,
ovélné az dlouze ovalné, velmi vzhledné, velikostné a tvarové vyrovnané, se zlutou
duzninou. Pocatecni rist naté rychly, nartst hliz velmi rychly. Pocet hliz pod trsem nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1
rezistentni.
Prednosti: velmi vysoké vynosy vranych terminech pfi pied¢asnych skliznich
v ranobramborarské oblasti, vysoké vynosy pfi kone¢né sklizni
Péstitelskd rizika:  mensi odolnosti proti napadeni virovymi chorobami a proti napadeni

plisni bramboru na nati, nizky obsah susiny v hlizach

MAGDA

Odrtda pro letni a podzimni konzum, zafazena do varného typu B, lze vyuzit i pro
Upravu smazenim na hranolky. Varené hlizy jsou velmi chutné, pevné konzistence. Hlizy
Jsou stfedné velké az malé, kratce ovalné, se stiedné hlubokymi o&ky, se Zlutou duzninou.
Pocatecni rist nat¢ a nardst hliz velmi rychly. Poget hliz pod trsem stfedné vysoky az
nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 rezistentni, k napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 nachylna.
Prednosti: velmi vysoké vynosy v nejran&jsich terminech sklizni, dobra konzumni
kvalita, odolnost proti napadeni virovymi chorobami, odolnost hliz proti mechanickému
poskozeni

Pestitelska rizika: ~ nachylnost k napadeni plisni bramboru na nati

ROSARA

Odrida pro letni a podzimni konzum, zatazena do varného typu BA. Varené hlizy
Jsou stfedné pevné az pevné konzistence, slabé mouénaté. Hlizy jsou stfedné velké, ovalné,
vzhledné, s tmavé Zlutou duZninou a &ervenou slupkou. Poc&ate¢ni riist naté a nartist hliz
sttedné rychly. Pocet hliz pod trsem stfedné vysoky az nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’4tkem bramborovym biotypu Ro 1
rezistentni
Prednosti: konzumni kvalita, odolnost proti napadeni virovymi chorobami a

aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru




Péstitelska rizika: nizké vynosy vranych terminech piedéasnych sklizni, tvorba

kapkovitych hliz

VELOX

Odrtida pro letni a podzimni konzum, zafazena do varného typu B, lze vyuzit i pro
upravu smazenim na hranolky. Vatené hlizy jsou stfedng pevné, stiedné vlhké. Hlizy jsou
stfedné velké, ovalné, vzhledné, s mélkymi ocky, se Zlutou duZninou. Po&atedni riist naté
rychly a ndrist hliz stfedn& rychly. Poéet hliz pod trsem nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1
rezistentni.
Ptednosti: vysoké vynosy v nejrangjSich terminech sklizni, odolnost proti napadeni
aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru
Pestitelska rizika: ~ nachylnost k napadeni plisni bramboru na nati, mensi odolnost proti

napadeni plisni bramboru na hlizach, hor3i skladovatelnost (silné kliceni ve skladce)

3.2 Odrudy rané
ADELA

Konzumni odrida, zatazena do varného typu B. Vafené hlizy jsou slabé a7 stiedn&
moucnaté, stfedné vlhké, chutné, netmavnou. Hlizy jsou stfedné velké, kratce ovalné,
s melkymi ocky, s tmavé Zlutou duZninou. Potatedni riist naté sttednd rychly, nartst hliz
pomaly. Pocet hliz pod trsem stfedné& vysoky az nizky.
K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 nachyln4, proti napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Piednosti: vysoky vynos, odolnost proti napadeni virovymi chorobami a
aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru, velmi dobra konzumni kvalita

Péstitelskd rizika:  nachylnost k napadeni vlockovitosti hliz bramboru

DALI

Konzumni odrida, zafazena do varného typu BA. Varené hlizy jsou stfedné pevné,
Jemné struktury, chutné, bez barevnych zmén. Hlizy jsou velké, ovalné, vzhledné,
vyrovnané velikosti a tvarem, se Zlutou duzninou a Zlutou hladkou slupkou. Po&teéni riist
nat¢ a narust hliz stfedné rychly. Poéet hliz pod trsem stiedné vysoky aZ nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1

rezistentni.
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Ptednosti: odolnost proti napadeni aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru,
konzumni kvalita

Péstitelska rizika: ro¢nikové kolisani susiny

KARIN

Konzumni odriida zafazena do varného typu BA. Vatené hlizy jsou slab& az stiedné
moucnaté, stfedn€ pevné konzistence. Hlizy jsou stfedn& velké, dlouze ovalné, vzhledné,
vyrovnané tvarem, se Zlutou duzninou. Po¢ate¢ni rist naté a nértist hliz pomaly. Po&et hliz
pod trsem stfedné vysoky az nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 rezistentni, k napadeni hadatkem
bramborovym biotypu Ro 1 nachylna.
Prednosti: odolnost proti virovym chorobam a proti napadeni aktinomycetovou
obecnou strupovitosti bramboru, kvalita konzumu.
Pestitelskd rizika:  stfedné vysoky aZz nizky vynos, tvorba kapkovitych hliz pti

nevyrovnanych srazkach

MARABEL

Konzumni odriida, zafazena do varného typu BA-B, vhodn4 pro upravu loupanim.
Varené hlizy jsou stfedné pevné, sjemnou strukturou, stiedné vlhké, velmi chutné, bez
barevnych zmén. Hlizy jsou stfedn& velké, ovélné, velmi vzhledné, stmavé Zutou
duzninou a Zlutou hladkou slupkou. Po&ateéni rist naté a nartst hliz stiednd rychly. Pocet
hliz pod trsem stfedné vysoky az nizky.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 nachylna, proti napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Ptednosti: vysoky vynos, velmi dobré konzumni kvalita, vzhledné hlizy, odolnost proti
napadeni virovymi chorobami, odolnost proti napadeni virovymi chorobami, odolnost proti
Sednuti duzniny

Péestitelskd rizika:  ro¢nikové kolisani obsahu susiny

SANTANA
Odrida pro zpracovani na hranolky a pro p#imy konzum, varného typu C. Varené
hlizy jsou kypré, slabé az sttedn& vlhké, silngé moucnaté, sttedn& hrubé a2 hrubé struktury.

Hlizy jsou stfedné velké, dlouhé, vzhledné, a s mélkymi ocky, se svétle Zlutou duzninou.

19




PocateCni rist nat¢ a narlst hliz stfedn€ rychly. Pocet hliz pod trsem stfedné vysoky az
nizky.
K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 silné nachylnd, proti napadeni had’atkem

bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.

Ptednosti: stfedné vysoky aZ vysoky vynos, vysoka vytéznost hliz pro zpracovani na
hranolky .

Péstitelska rizika: mensi odolnost proti mechanickému poskozeni, nachylnost k Sednuti
duzniny

SECURA

Konzumni odrida, zafazena do varného typu B. Vafené hlizy jsou stiedné
moucnaté, sttedné¢ pevné konzistence, bez barevnych zmén. Hlizy jsou stfedné velké,
ovalné, vzhledné, vyrovnané tvarem, s tmavé Zlutou duzninou. Po¢ate¢ni rast naté a nardst
hliz sttedné rychly. Pocet hliz pod trsem stfedné vysoky az nizky.

Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1

rezistentni.

Prednosti: nema sklon k pfertistani hliz, kvalita konzumu
Péstitelska rizika: ~ mensi odolnost proti napadeni plisni bramboru na nati
3.3 Odridy polorané

AGRIA

Konzumni odrida, zafazena do varného typu B, vhodna pro zpracovani na
hranolky. Vafené hlizy jsou kypré, stfedné aZ silné mouénaté, po uvafeni netmavnou. Hlizy
jsou velké, ovalné, s tmavé zlutou duzninou. PoC4tedni rist naté rychly, nardst hliz sttedng
rychly. Pocet hliz pod trsem nizky.

Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 nachylnd, proti napadeni had’atkem

bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.

Prednosti: velmi vysoky vynos, velké hlizy, vhodnost pro zpracovani na
hranolky
Péstitelska rizika: ~ nachylnost k napadeni aktinomycetovou obecnou strupovitosti

bramboru, mensi odolnost hliz proti mechanickému poskozeni, horsi skladovatelnost
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DITTA

Konzumni odrida, zafazena do varného typu AB. Vafené hlizy jsou salatové, stiedné
pevné az pevné konzistence, slabé moucnaté. Hlizy jsou stiedné velké, dlouze ovalné, se
Zlutou duzninou. Pocatecni rist naté¢ a narlst hliz stiedné rychly. Pocet hliz pod trsem
sttedné vysoky az nizky.

Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1
rezistentni.

Ptednosti: velmi dobra kvalita konzumu salatového typu, odolnost proti napadeni
aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru, odolnost hliz proti mechanickému
poskozeni.

Péstitelska rizika: sttedn€ vysoky az nizky vynos, mensi odolnost proti napadeni

virovymi chorobami, nachylnost k napadeni vlogkovitosti hliz bramboru

FILEA

Konzumni odriida, zafazena do varného typu BA. Vafené hlizy jsou pevné, stfedné
vlhké, maji jemnou az stfedn¢ hrubou strukturu, chutné, slabé az stfedné tmavnou. Hlizy
jsou stfedné velké az malé, dlouze ovalné, s velmi mé&lkymi o¢ky, s tmavé Zlutou duzninou.
Pocate¢ni rist naté stfedné rychly a narist hliz pomaly. Pocet hliz pod trsem stiedni.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 silné nachylnd, proti napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Ptednosti: velmi dobra kvalita konzumu salatového typu, odolnost proti napadeni
virovymi chorobami a proti napadeni aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru

Péstitelska rizika: nizky vynos, citlivost na sucho

LAURA

Konzumni odriida, zafazena do varného typu B-BC, lze vyuZit i pro Upravu
smaZenim na hranolky. Vafené hlizy jsou stfedné moulnaté, stiedné hrubé struktury,
sttedné vlhké, barevné stabilni. Hlizy jsou stiedné velké, dlouze ovalné, s velmi mé&lkymi
oc¢ky, stmavé zZlutou duZninou, Cervenou slupkou. Poate¢ni rist naté stfedné rychly,
narust hliz pomaly. Pocet hliz pod trsem stfedné vysoky az nizky.
K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 slab& nachylna s polni rezistenci, proti napadeni
had’atkem bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Prednosti: odolnost proti napadeni virovymi chorobami, velmi vzhledné, velikostné

vyrovnané hlizy.
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SOLARA

Konzumni odrida, zafazena do varného typu B. Vaiené hlizy jsou slabé az stfedné
moucnaté, s jemnou aZ stfedné hrubou strukturou, velmi chutné, netmavnou, v priibéhu
skladovani je kvalita stabilni. Hlizy jsou stfedné velké, ovalné, se Zlutou duZninou.
Pocatecni rist nat€ a narast hliz sttedné rychly. Pocet hliz pod trsem stfedni.
Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 slab& nachylnd s polni rezistenci, proti
napadeni had’atkem bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Ptednosti: kvalita konzumu, odolnost proti $ednuti duzniny

Péstitelska rizika: nizky vynos

3.4 Odrudy polopozdni az pozdni
ASTERIX

Polopozdni konzumni odriida pro ptimy konzum, zafazena do varného typu BC,
vhodna pro zpracovani na hranolky a suché vyrobky. Vatfené hlizy jsou stiedné az silné
moucnaté, kypré konzistence, stiedné hrubé az hrubé struktury. Hlizy jsou velké, ovalné,
vyrovnané tvarem a velikosti, se Zlutou duZninou a ¢ervenou slupkou. Po&ateéni riist naté
rychly, nartst hliz stfedné rychly. Pocet hliz pod trsem stfedni.

Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 a had’atkem bramborovym biotypu Ro 1

rezistentni.
Ptednosti: vysoky vynos
Péstitelskd rizika:  silna nachylnost k napadeni virovymi chorobami (Y virus), mensi

odolnost proti napadeni plisni bramboru na nati

MARENA

Pozdni konzumni odrida, zafazena do varného typu B, lze vyuzit i pro Gpravu
smazenim na hranolky. Vafené hlizy jsou stfedn& pevné, sttedné moucnaté, sttedné vlhké,
chutné, slabé az stfedné tmavnou. Hlizy jsou velké, kratce ovalné, vzhledné s mélkymi
ocky, Zlutou duzninou a hladkou Zlutou slupkou. Pocate¢ni riist naté stiedné rychly, nartst
hliz pomaly. Pocet hliz pod trsem stfedné& vysoky az nizky.
K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 siln& nachylna, proti napadeni had’atkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.
Prednosti: sttedn€ dobra konzumni kvalita, odolnost proti Sednuti duzniny

Péstitelska rizika:  nachylnost k napadeni vlockovitosti hliz bramboru
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SAMANTANA

Konzumni odrtida, zafazena do varného typu B. Vafené hlizy jsou stfedné

moucnaté, stiedné vlhké, chutné, slab& az stfedné tmavnou. Hlizy jsou stfedné velké az

malé, kulovité, se stedn& hlubokymi az mélkymi o¢ky, se Zlutou duzninou. Pocatecni rust

naté rychly, narist hliz sttedné rychly. Poget hliz pod trsem vysoky.

Proti napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 silné nachylnd, proti napadeni had’atkem

bramborovym biotypu Ro 1 rezistentni.

Pfednosti: velmi vysoky vynos, dobra kvalita konzumu, odolnost proti napadeni

virovymi chorobami a proti napadeni aktinomycetovou obecnou strupovitosti bramboru,

odolnost mechanickému poskozeni hliz

Péstitelska rizika:  nachylnost k napadeni vlo¢kovitosti hliz bramboru

Piehled analyzovanyh odrud brambor

Cislo vzorku Odriida Cislo vzorku Odriida
1 Adora 58 Santana
6 Colette 59 Secura
9 Impala 69 Agria

16 Magda 72 Ditta

20 Rosara 73 Filea

24 Velox 81 Laura
27 Adéla 91 Solara
37 Dali 98 Asterix
43 Karin 106 Marena
52 Marabel 117 Samantana

4. Material a metody

4.1 Izolace hlizové §tavy
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Pro analyzy byly pouzity hlizy vybranych registrovanych odrid brambor, které
byly ziskany z pracovisté UKZUZ..

Izolace DNA byla provadéna ze ziskané hlizové $tavy. Hlizy byly zmrazeny na
-20° po dobu minimalng& 16 hodin, nasledn¢ byly rozmrazeny pfi pokojové teploté.
Rozmrzlé hlizy byly nejprve oplachnuty pod tekouci vodou, nasledn€ byly rozfiznuty a
hlizova §t4ava byla vymackana do mensi kadinky (niZ a kadinky se musi vzdy pod tekouci
vodou oplachnout kvili zabranéni kontaminaci). Do Fisher-zkumavky (15 ml) bylo
pfeneseno 4,5 ml §tavy a byl pfidan konzervant (110 pl, Konzervani roztok: sificitan
sodny Na, SO3-5,00 g, disifi¢itan sodny Na;S,0s - 3,75 g, deionizovana voda - do 100 ml
Ize skladovat pfi 6°C ). Smés byla centrifugovana 5 minut, pfi 6 000 ot/min, pfi 4.
Supernatant byl pienesen do 1,5 ml mikro-zkumavek. Pro ucely extrakce DNA bylo

odpipetovano 300 pl supernatantu, takto ziskany material byl uchovavan pfi -20°C.

4.2 Izolace DNA s pouzitim Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK)

Hlizové §t4ava se prenese do 1,5 ml reaction tube a pfida se 400 pl Lysis Buffer P a
20 pl proteinazy K. Vortexovat a nechat 30 min inkubovat pfi 65°C. Béhem inkubace 2 — 3
krat promichat. Pfipravit si Spin Filter do 2,0 ml Receiver Tube.

Vzorky pfenést na Spin Filter. Centrifugovat 10 min pfi 12000 rpm. Pfidat 200 ul
Binding Buffer P a vortexovat.

Umistit nové Spin Filter do 2,0 ml Receiver Tube, pfenést vzorky a 1 min.
inkubovat. Centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm.

Odstranit filtrat a Spin Filter umistit zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Pfidat 550 pl
Wash Buffer I a centrifugovat 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranit filtrat a Spin Filter umistit
zpét do 2,0 ml Receiver Tube.

Ptidat 550 pl Wash Buffer II a centrifugovat 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranit filtrat
a Spin Filter umistit zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Krok opakovat.

Nakonec centrifugovat 2 min. pti 12000 rpm kvili odstranéni ethanolu.

Spin filter umistit do novych 1,5 ml Receiver Tube a pfidat 50 — 100 pl
predehfatého na 65°C Elution Buffer D. Inkubovat 3 min. pfi pokojové teploté.
Centrifugovat 1 min. pti 10000 rpm.

Pokud chceme vytvoiit 1. a 2. eluat ptidat 50 pl predehfatého eluéniho pufru.
Inkubovat 3 min. pii pokojové teploté. Centrifugovat 1 min. Postup opakovat znovu
s dalsimi 501 Elution buffer D, ale do nové 1,5 ml Receiver Tube. Vznikne nim tak 50ul

1. a 2. eluatu.

24



4.3 Slozeni reakéni smési PCR

Tab.1:Slozeni reakéni smési bylo optimalizovano pro celkovy objem reakce 25ul.

PPP Master mix (TopBio) 12,5ul
Primer F 0,5ul
Primer R 0,5ul
DNA Tl
H,O 10,5ul

Tab. 2:Prubéh reakce

Poc¢éte¢ni denaturace 94°C 3 min
Denaturace 94°C 30s
Annealing Dle pouzitého primeru* 30s
Elongace 72°C 30s
Zavéretna elongace 72°C 5 min

* jednotlivé teploty annealingu viz tab.3

Reakce probihala ve 35 cyklech

Tab.3: Teploty annealingu

primerovy par Teplota
STM2005 54°C
STM1102 55°C
STM3012 57°C
STWIN 54°C
STGBSS 54°C
STS 54°C

PCR produkt byl separovan na 3% agarézovém gelu a vizualizovdn pomoci

ethidiumbromidu. Pro lepdi rozlisitelnost amplifikovanych produktd byla posléze

pouzivana 15% PAGE.
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4.4 Digitalni obrazova analyza geli a hodnoceni dat

Pro vyhodnocovani dat byl vyuzit specilni software — BioProfil 1D++ (Vilber
Lourmat, France). Je to softwarovy produkt uréeny zejména pro analyzu a objektivni
porovnavani jednorozmérnych elektroforetickych  spekter. Umoziiuje  konstrukei
rozséhlych databazi “fingerprintii”, které pak mohou byt porovnavany.

Korekce obrazki geli byly provadény za pouziti grafického software Adobe
Photoshop 7.0 CE.

4.5 Clusterova analyza

Celkem piehlednym a ilustrativnim vysledkem analyzy spekter je moznost
seskupeni podobnych spekter na zakladé vypoctu podobnostni matice - koeficientli
podobnosti kazdého vzorku se vSemi ostatnimi z vybrané databaze. Vysledky matice pak
byly podrobeny clusterové analyze (UPGMA - Unweighted Pair Group Method Using
Averages) a vysledky zobrazeny jako dendrogram.

4.6 Statistické zpracovani dat

Pro tugely komplexniho hodnoceni SSR spekter bylo vyuzito statistického
zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak predstavovala prostiedek pro primarni
zpracovani elektroforeogramii a zaznamenéni pozice pruhit na gelu. Na zakladé takto
zjisténych a korelovanych pruhti na gelu bylo mozné sestavit matice pkitomnosti nebo
neptitomnosti pruhu v dané zoné a nasledné provést vypocty genetickych vzdalenosti €i
podobnosti a sestaveni dendrogrami. Pro tyto ucely byl vyuZivan program MVSP (Kovach

Comp.Serv.).
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5. Vysledky

Pii pouziti jednotlivych primerti vykazoval sledovany soubor odrid rtiznou urovern

polymorfismu. Frekvence zastoupeni jednotlivych fenotypt je uvedena v tabulce 4.

Tab. 4.: Frekvence zastoupeni jednotlivych fenotypti mikrosatelitovych markerd

Primer Procentické zastoupeni jednotlivych fenotypti
STM 2005 15 85 -
STM 1102 85 15 -
STM 3012 0 100 -
STWIN 55 25 20
STG BBS 35 65 -

Pro znazornéni rozdili mezi pouZitymi primery byly vybrany dvé ukéazkova
elektroforeticka spektra na 3% agar6zovém gelu. Obrazek 1. ptedstavuje primer STM3012,
pti jehoz pouziti sledované odriidy neni mozné rozlisit. Podle obrazku 2. mizeme pomoci

primeru STM1102 odlisit n¢které z odrtd.

Obrazek 1.Vizualizace gelu, primer STM3012

Po probéhnuti SSR reakce s vybranymi nahodnymi primery byla primarni data

pfitomnosti nebo nepfitomnosti pruhi na gelu (Tab.5) pouzita pro grafické zndzornéni
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vzdalenosti mezi genotypy. Toto grafické vyjadieni ve formé& matice podobnosti a

dendrogramti bylo vytvofeno pomoci programu MVSP.

Na zakladé¢ matice pfitomnosti nebo nepfitomnosti pruhi byla vytvofena matice
podobnosti (Tab.6).

Tab.5 Matice pfitomnosti/neptitomnosti pruht
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Na zakladé matice podobnosti byla provedena shlukova analyza (Obr.3) a analyza

PCA (Obr.4).

Obr.3. Dendrogram ziskany metodou shlukové analyzy UPGMA (Unweighed Pair-Group

Method using arithmeric Averages)
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Nei & Li's Coefficient

Na celkovém dendrogramu je zaznamenano nékolik skupin odrid. Prvnim typem
skupin jsou vzorky, které vykazuji v danych markerech 100% podobnost, jednd se o
skupiny odrtd (1 - Adora, 72 - Ditta, 73 - Filea), (20 - Rosara, 98 - Asterix ), (9 - Impala,
27 - Adéla), (43 - Karin, 52 - Marabel, 117 - Samantana), (69 - Agria, 81 - Laura, 91 -
Solara), (6 - Colette, 106 - Marena) a (37 - Dali, 58 - Santana). Tfi odriidy 16 - Magda, 24 -
Velox a 59 - Secura vytvoiily samostatné skupiny tvofené pouze jednou odrtidou. Vzorek
16 ma téméf 90% podobnost se skupinou vzorkt (1, 72, 73) a vzorek 24 ma pfiblizn€ 80%
podobnost se skupinou vzorku (6, 106). Mezi skupinami vzorka (1,72,73+16) a (20,98) se
zjisténa podobnost pohybuje okolo 83%, podobnost skupin (9,27) a (43, 52, 117) je
podobnost vyssi nez 85%. Podobnost skupin (1,72,73+16-20,98-9,27-43, 52, 117) je 75%.

*vwvr

podobnosti a to pod 50% vykazuje skupina (58, 37 + 59) od vSech ostatnich vzorki.
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Na zakladé clusterové analyzy byl cely analyzovany soubor 20 odrid rozdélen do

10 skupin. Mezi témito skupinami je odli§nost na urovni 10-50%. V ramci téchto skupin
jsou pouze tfi, které jsou tvofeny pouze jednim genotypem (16 - Magda, 24 - Velox a 59 -
Secura). Pouze tyto tii odridy Ize spolehlivé odlisit a identifikovat. Ostatni skupiny tvori
shluky po 2-3 genotypech a v ramci téchto skupin nelze jednotlivé genotypy jednozna¢né
identifikovat. Spolehlivé odliseni vSech sledovanych odrid by bylo mozné s vyuZitim

dalsich markert, at’ jiz molekularnich nebo morfologickych ¢i biochemickych.

Obr.4. Dendrogram ziskany pomoci shlukového algoritmu PCA (Principal Components

Analysis)
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Na zakladé ordina¢ni analyzy jsem ziskal obdobné vysledky jako s pouZitim
clustrové analyzy. Bylo vytvofeno 10 skupin, po 1-3 genotypech a tyto vysledky
odpovidaji clustrové analyze. Distribuce jednotlivych skupin v prostoru rovné€z nevykazuje

7adny trend (skupiny vzorkd jsou rovnomérné rozptyleny po celém diagramu).
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6. Diskuse

Ve své praci jsem se zabyval riznymi moZnostmi hodnoceni polymorfismi odrid
konzumnich brambor. Zvoleny typ molekularnich markert jsem vybral na zdklad€ projektt
fesenych v laboratotich Biotechnologického centra Zemédélské fakulty JU (RAPD, SSR,
BBM).

Isenegger et al. (2001) identifikoval na zékladé metody RAPD 64 odriid brambor
péstovanych v Australii. Uroveti polymorfismu se pohybovala od 12% do vice nez 20% pfi
pouziti 26 RAPD primerd. Demeke et al. (1993) rozliil 36 odrid s vyuzitim 2 RAPD
primerti a Sosinki a Douches (1996) rozlisili 10 primery 46 odrid brambor.

RAPD markery jsou s usp&chem pouZivany pro G¢ely hodnoceni odriidové Cistoty a
pravosti, pro hodnoceni genovych zdroji brambor jak na urovni kulturnich odrid tak
planych genotypti. V predchozich studiich, které byly provadény na Biotechnologickém
centru (Novakovéa 2006 — nepublikovana data) se vhodnost RAPD markerti neprokazala,
naopak do popfedi vystupuji n&které negativni rysy této metody, jako je nizka
opakovatelnost a reprodukovatelnost Jones et al., (1997). Cobb (1997) udava, Ze tyto
nevyhody lze eliminovat vhodnou a pfesnou optimalizaci pribéhu PCR reakce. Na tyto
vlastnosti RAPD markerti poukazuji naptiklad i Mueller a Wolfenbarger (1999) a Prevost
a Wilkinson (1999), ktefi jako dalsi vhodné markerovaci systémy pouzivaji ISSR a AFLP.
Bezo et al.(2006) identifikovali metodou ISSR 9 genotypt Inu setého. Metodu ISSR pouzil
Albani a Wilkinson (1998) pro detekci somaklondlni variability u tkanovych kultur
brambor. Ghislain et al. (2003) a Milbourne et al. (1997) doporu¢uji pouZiti metody SSR.
Schneider a Douches (1997) jednozna¢né odlisili 24 ze 40 odrid brambor pomoci 6 SSR
primeri. Feingold ef al. (2005) pouzival pro tvorbu genetickych map a identifikaci odrad
techniku EST - SSR. Bezo et al. (2006) doporu¢uje pouziti metody IRAP RBIP a
REMAP.

Variabilita uloZeni kopii retrotranspozomi vytvaii v genomu polymorfismus, ¢imz
je mozno ziskat informace mezi jedinci vramci druhu i mezi druhy. Pfi hodnoceni
polymorfismu DNA pomoci retrotranspozOmi se vyuZiva pocetného zastoupeni
variabilnich kopii, pozice na riznych mistech chromozomu, bohaté zastoupeni
v euchromatinu, které umoziuje ziskani markerti vazanych na agronomicky zajimavé
vlastnosti (Kumar a Bennetzen, 1999), pfesné definované pofadi nukleotidd vhodné
k navrhnuti specifickych primerd rozsifovanim jiz existujiciho polymorfismu zaclenénim
kopii retrotranspozomi v genomu (Kalendar ef al., 1999). Molekularné genetické techniky,

které vyuzivaji retrotranspozomy vychazeji z kombinaci polohy retrotranspozémi v DNA,
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primertd, které uruji smér a rozsah syntézy Gsekii DNA polymerazovou fetézovou reakei.
Pomoci techniky PCR se amplifikuji useky mezi jednotlivymi retrotranspozomy (IRAP),
nebo jsou amplifikovany useky uvnité retrotranspozomu (RBIP), a nebo tseky mezi
retrotranspozémem a mikrosatelitem (REMAP). Kumar et al. (1997) testoval vhodnost
pouziti retrotranspozémii jako molekularnich markert na jednodéloznych i dvoudéloznych
plodinach (Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Vicia faba,
Vicia melanops, Vicia sativa, Hordeum vulgare, Secale cereale, Allium cepa). Metody
REMAP a IRAP se dale pouzivaji napiiklad pro studium mezidruhové variability rodu
Hordeum a pro odliseni jednotlivych odriid je¢mene (Kalendar er al. 1999). BeZo et al.
(2006) odlisili pomoci jediného IRAP primeru 9 odriid, RBIP primerem odlisili 5 odrid
brambor.

Po zhodnoceni metodik a na zakladé porovnani vhodnosti a vypovidaci schopnost
jednotlivych markerti jsem pfistoupil k pouziti analyzy SSR vybraného souboru dvaceti
odrid konzumnich brambor. Pro analyzy jsem vybral 5 SSR markert. Po amplifikaci jsem
zaznamenal 10 alel. V rozsahlejsi studii poskytoval primer STM 1102 ¢tyfi alely u odridy
Ketkovské rohli¢ky (Novakova 2006 — nepublikovana data).

Frekvence vyskytu jednotlivych fenotypi je uvedena v Tab. 4. Polymorfismus
zjistény u analyzovanych vzork odrid byl niZ§i nez uvadi napiiklad Milbourne et al.
(1997) a Ghislain e al. (2003). Tito autofi ve svych studiich ale pouZzivali rozsahlych
souborti genotypi a analyzovali velké mnozZstvi mikrosatelitovych lokusti. Ghislain er al.
(2003) pouzil az 156 mikrosatelitovych lokust. Navic do své studie zahrnul nejen kulturni
odrudy, ale i plané druhy a jejich kfizence.

P¥i komplexnim vyhodnoceni 5-ti lokusi jsem zjistil pomérné vysokou miru
polymorfismu, coz dokumentuji i statistickd zpracovani ziskanych dat. I dalSi autofi, napf.
Feingold et al. (2005), Ghislain et al. (2001), Bezo et al. (2006) pfi hodnoceni a
interpretaci molekularnich analyz pouZivali vice markerti a markerovacich systémiu.

Cooke (1999) doporucuje pro spolehlivé odliseni viech sledovanych odriid vyuZiti

dal§ich markerd, at’ jiz molekularnich nebo morfologickych ¢i biochemickych.
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7. Zavér
Bé&hem feSeni diplomové prace byly splnény hlavni cile prace a vysledkem prace

jsou nasledujici vystupy a zavéry.

. Pii feSeni byl optimalizovan teplotni pribéh PCR reakce pro jednotlivé
primery.
® Byla ziskdna spektra  péti mikrosatelitovych markerd pro dvacet

konzumnich odrid brambor.

. Byl zhodnocen ziskany polymorfismus a odridy byly rozdéleny do kategorii
podle elektroforetického fenotypu.

o Metoda analyzy polymorfismu mikrosateliti je vhodnou metodou pro
hodnoceni variability a identifikaci vybranych odrid, av§ak s ur¢itym omezenim, kterym
je maly polymorfismus detekovany v jednotlivych lokusech a pro hodnoceni je vhodné
pouzit vice mikrosatelitnich lokusi.

7 dosavadnich vysledki a novych poznatkti se jako dal$i vhodny pfistup jevi
pouziti molekularnich technik ISSR, REMAP, IRAM, RBIP. Tyto markery vykazuji vyssi
miru polymorfismu a podle nejnovéjsich vysledkd mizeme u téchto technik predpokladat
pouziti pouze jednoho nebo nekolika malo primeru pro jednozna¢né odliSeni celého

spektra odrad.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AFLP

BBM
bp
cDNA
dNTP
ddNTP
DGGE

DNA
dsDNA
EDTA
ELFO
ISSR

kb

PAGE
PCR
PCR/RFLP
PCR-STR
QTL
RAPD

rDNA
RFLP

SNP
SSCP

SSLP
SSRs
STRs

Amplified Fragment Lenght Polymorfism, délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentii

Biochemické bilkovinné markery

base pair, par bazi

complementary DNA, komplementarni DNA

deoxyribonucleotide, deoxyribonukleotid

dideoxyribonucleotide, dideoxyribonukleotid

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, denaturatni gradientova
elektroforéza

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

double strand DNA, dvouvlaknova DNA

chelaton 3 (disodium ethylendiaminetetraacetate)

Elektroforéza

Inter Simple Sequence Repeats, v&lenéna tandemova opakovani kratkych
motivi

kilo base, tisic bazi

Polyakrylamide Gel Electrophoresis, polyakrylamidova elektroforéza
Polymerase Chain Reaction, polymerazova fet€zova reakce

délkovy polymorfismus restrikéné §tépené amplifikované DNA

PCR-Single Tagged Site, amplifikace jednoho cilového mista

Quantitative Trait Loci, lokusy kvantitativnich znaku

Ramdomly  Amplified  Polymorphic DNA, nahodné
amplifikované DNA

ribozomalni DNA

polymorfismus

Restriction Fragment Lenght Polymorphism, polymorfismus délky
restrik¢nich fragmentti

ribonucleoticacid, ribonukleova kyselina

Single Nucleotide Polymorphism

Single Strand Conformation Polymorphism, konforma¢ni polymorfismus
jednotetézcové DNA

Simple Sequence Length Polymorphism

Simple Sequence Repeats, tandemova opakovani kratkych motivi

Short Tandem Repeats, tandemova opakovani kratkych motiva
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TGGE Thermal Gradient Gel Electrophoresis

TTGE Temporal Temperature Gradient Electrophoresis
UPGMA Unweighted Pair Group Method Using Averages
VNTR Variable Number of Tandem Repeats, variabilita v po&tu tandemovych
opakovani
“Emas
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